

























化をとらえるには十数年もかかった （Toyota N, et al. 2008.  Toyota N, et al. 2016.）。当研究
はそれらの欠点を改善し、さらに発展するものである。
研究の目的および概要
　研究目的は 2 つある。① RNAi により筋蛋白質の発現抑制し、緊密な横紋構造を崩すこと
によって横紋構造と筋原線維の形成を解明する。② RNAi により蛋白質の抑制を起こした細
胞と筋原線維を標識する。③、①と②の条件を満たすようプラスミッドを作成する。④標識
細胞の筋原線維の構造変化を調べる。すなわち 1 つのプラスミッドに RNAi と筋蛋白質標
識（エピトープタッギング法）ができるようにする。例として標識した心筋のトロポニン I 
（CTnI） を強制的に発現させ細胞と筋原繊維をラベルする。CTnI を強制発現させ、アクチ
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ンフィラメントをラベル研究はすでに完成している（Toyota N et al. 1998：1999.）。
　また培養心筋細胞に dsRNA（CTM4α の exon8）を添加し、トロポミオシンを抑制させ、
構造変化が起きたことも発表している（Toyota N et al. 2016）。しかしこれは dsRNA が細
胞に取り込まれ、さらに確実にトロポミオシンが抑制されたのかという保証は弱い。今回は
発現と抑制が同時に起こるようなプラスミッドを作成する（図 1）。プラスミッドに DNA の
中に c-mycCTnI を強制発現させ、さらに CTM4α の広い領域の exon5（Fleenor et al. 1992, 





性の CTnI を識別できなくなる。そこで外来性の CTnI には c-myc も融合蛋白質として発現
するようにし、c-myc 抗体（9E10）を使用して蛍光抗体観察することにより外来生の CTnI
と内在性の CTnI を区別するようにした。さらに CTM4αex5 は RNAi の効果が高まるよう
ヘアピン状の RNA が発現するようにした（図 1）。発現した RNA をヘアピン状にすると細
胞の中で dsRNA になり標的蛋白質の抑制効果が格段にあがる（Miyagishi et al. 2004）。U6
のプロモーターは下流 DNA に対応した mRNA を強力に発現するので、CTM4αex5 の抑制
に適している。
　pmycCTnI-U6CTM4αexon5（mycCTnI-CTMex5）は人工遺伝子として合成した（株式会





図 1.　このプラスミッドは CMV プラモーターとポリ A 間の配列（c-mycCTnI）を強制的に発現







培養液 α：64% DBSSE, 20% DMEM, 5% 馬血清 （HS）, 10% embryo extract,
　　　　 1% ペニシリン、ストレプトマイシン（PS）
培養液 β：59% DBSSE, 20% DMEM, 20% 馬血清 （HS）, 1%（PS）
培養液 γ：69% DBSSE, 20% DMEM, 10% 馬血清 （HS）, 1%（PS）
　Day 1：心筋の細胞は 7-8 日のニワトリ胚より DeHaan （1970）の方法で、豊田 他（2004）
のように培養した。すなわち心臓を、0.05% のトリプシンにより処理し、直径 35mm 培養皿
に 2 ｘ 55 cells/dish の濃度で培養した。DeHaan の培養液は M199 を使っているが DMEM
の方がDNAの導入後 2-3 日間細胞を維持できた（培養液 α）。
　Day 2：pmycCTnI-CTM4α の導入は Lipofectamine 2000（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック株）を使用した。
午前、ディッシュの底面に定着した細胞が 40-60％になるよう様子をみる。導入の 10 分前培
養液を 1 mLの 10% fetal bovine serumを含んだOpi MEM液に取り替える。
　1ディッシュにつきMix A とMix B を作る。
Mix A：Opti MEM （150 μL）と Lipofectamine 2000 （10 μL）を混ぜた溶液。
Mix B：Opi MEM （150 μL）と DNA （1 μg）を混ぜた溶液。Mix A と Bを混合し 30 分おく。
培養心筋にMix AB 混合液を加える。2時間後細胞の様子をチェックする。
　培養液 β を 800mL加える。
　2-4 時間後、浮いている細胞があるので培養液 γ に取り替える。
　Day 3、午前、細胞が球状か平状かチェックする。細胞の様子を見ながら培養液 δ に取り
替える。
　これで DNA 導入後 2 日（48 時間）まで維持できるが 36 時間が限度だった。36 時間以上
では細胞が全てはがれてしまった。
図 2.　U6 プロモーター以下の DNA 配列。U6 プロモター以下の相補的 RNA を効率よく発現す
る。285—311 ベースがヘアピン構造をつくる。この配列はDai et al. 2005 を参考にした。
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導入後 48-36 時間、50% グリセリンを含んだ KMP 溶液（0.5 mM KCl, 10 mM Na-PO4 
pH7.5, 5 mM MgCl, 5 mM EDTA）に置き換え、-20℃に保存する。2週間後蛍光抗体法によ
り観察した。
蛍光抗体観察
蛍光抗体法は型どおり行った（豊田 他 2014）。培養ディッシュをエタノールで 10 秒、2 回
固定する。一次抗体を 40 分反応させ、PBS で洗い、二次抗体を 40 分反応させる、再度 PBS
で洗う。
使用した 1次抗体は以下のとおり。
抗原             抗体     使用濃度                           入手先
c-myc           9E10     1/7                      developmental studies hybridoma bank
α-actinin       AE-52    1/2000 （腹水）       シグマアルドリッチジャパン
tropomyosin  CH-1     1/500                   developmental studies hybridoma bank
二次抗体
FITCラベルの抗マウス IgG ヤギ抗体（ミドリ）                      ROCKLAND
ローダミンラベル抗マウス IgG  ヤギ抗体（アカ）                    ROCKLAND
アレクサフルオール 647 ラベルの抗マウス IgG ヤギ抗体 （ピンク）Jackson Immuno research
結果





mycCTnI-CTMex5 を導入後 2 日は大丈夫だがそのあとは刻々と変化し、3 日間維持するの
は難しかった。2 日以降は細胞がはがれるので培養液を換え、浮遊した細胞を取り除いた。
グリセリン液も慎重に加えた。
　コントロールとして RNAi 作用の無い pcmyc-CTnI を心筋細胞へ導入し、2.5 日後を蛍光
抗体法により観察染色した（図 3）。pcmyc-CTnI についてはすでに発表している（Toyota 
et al. 1998 ＆ 1999）。
（4）
トロポミオシン抑制筋細胞におけるアクチンフィラメントの変化と筋原線維形成の解析
　DNA を導入後 2.5 日後の心筋細胞には筋原線維と横紋構造ができていることを示してい
た。（図 3）。心筋細胞に pcmyc-CTnI をトランスフェクトさせ強制発現させたものである。
cmyc-CTnI は CTnI と c-myc の融合蛋白質であり、本来の CTnI より大きいが問題なく筋原
線維の横紋に取り込まれ、c-myc 抗体により CTnI の存在を確認できた。この結果は以前に
発表したものと同様であった（Toyota et al. 1998, 1999）。




4、a, b, c）。しかし CTnI もトロポミオシンも蛍光染色の強度は低かった（図 4、a, b, c）。
特にトロポミオシン抗体での染色は暗かった（図 4、b）。CTnI の蛍光染色の強度が低いの
は、RNAi によってトロポミオシンが抑制されたため、その上に存在する CTnI も減少した
ためと思われる（図 4、a）。トロポミオシンの抑制による構造変化は分からなかった。染色
だけでは不十分ではあるが、CTMex5 が抑制されたことが考えられる。今後 CTMex5 の抑
制について定量的に検定しなければならない。
図 3. 心筋細胞に pcmyc-CTnI を導入し、約 36 時間後の細胞を蛍光抗体法により観察した。
c-myc 抗体（a）と α-ctinin 抗体（b）による観察。c は a と b を重ね合わせた画像。c-myc 抗体
では筋原線維の I 帯に相当する部分が染色された（a）。α-ctinin 抗体では Z 板に相当する部分が
染色されていた (b)。二次抗体は FITC ラベル抗マウス IgG（a）およびローダミンラベル抗マウ
ス IgG（b）。バーは 10 μm。
図 4. 心筋細胞に mycCTnI-CTMex5 を導入し、c-myc 抗体（a）とトロポミオシン抗体（b）を
反応させ、蛍光抗体法により観察した。c は a と b を重ね合わせた画像。CTnI もトロポミオシ
ンも薄く染まった（a, b）。二次抗体は FITC ラベル抗マウス IgG （a）およびアレクサ フルオー
ル 647 ラベルの抗マウス IgG （b）。バーは 10 μm。
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図 5. 心筋細胞に pcmyc-CTnI を導入し、約 48 時間後の細胞を蛍光抗体法により観察した。
c-myc 抗体（a, ｄ）と α-actinin 抗体（b, e）を反応させ、蛍光抗体法により観察した。 c は a と
b を重ね合わせた像。 f は d と e を重ね合わせた画像。c-myc 抗体では筋原線維の横紋構造は弱
く染色された（a. d）、α-ctinin 抗体では Z 板に相当する部分が染色されていた（b, e）。矢印は
c-myc と α-ctinin 抗体での染色が異なる部分。縦のバーは筋節の短い部分を示し、両方向矢印は
筋節の広い部分を示している。二次抗体は FITC ラベルの抗マウス IgG（a）およびアレクサ フ
ルオール 647 ラベルの抗マウス IgG （b）。スケールバーは 5 μm。
　mycCTnI-CTMex5 を導入した心筋細胞を c-myc 抗体と α-actinin 抗体により観察した（図
5）。c-myc抗体によりラベルされた細胞はあったが全体的に染色の程度は薄かった（図5、a, 
c, d, f）。しかし α-actinin 抗体では Z 板は出来ていたので筋原線維は形成されていた（図 5、
b, c, d, f）。筋原繊維の大きな構造変化は見られなかったが、α-actinin 抗体によって筋原線維
が確認された部分では c-myc 抗体（CTnI）が見られない領域があった（図 5、a-f、矢印）。
（6）
トロポミオシン抑制筋細胞におけるアクチンフィラメントの変化と筋原線維形成の解析
さらに筋原繊維の筋節の長い部分（図5、a, b, c, d, e, f 両方向矢印）と短い部分があった（図
5、a, b, c, d, e, f 縦方向バー）。トロポミオシンを抑制したので筋節の長さに変化したことが
示唆された。mycCTnI-CTMex5 を導入すると多くの細胞がラベルされたが、以前のように
どの細胞にRNAi が起こっているか迷うことは無かった。
　mycCTnI-CTMex5 を導入した心筋細胞は c-myc 抗体では染色は薄かった（図 5、a, c, d, 
f）が、α-actinin 抗体では強く染まった（図 5、b, f, e, f）。α-actinin 抗体では筋節の存在が明
確に捉えられ、筋原繊維が形成されていることを示していた。筋原繊維が形成されている部
分の mycCTnI の取り込みについては分からないが、染色が薄いので取り込まれているとし
ても少ないと思われる（図 5、a, d）。これは CTnI に c-myc が付いているので筋原繊維に取
り込まれにくいのではない。その点に付いては充分に検定されている（Toyota et al. 1998, 
1999）。しかしCTMex5 を抑制しても筋原繊維は形成されることを示している。
　CTM はアクチンフィラメントの全長にそって存在しているので筋節（サルコメア）の長
さに変化があるのか調べた。同一筋細胞の中で筋節の長さが広い領域（図 5、 b, c d, e, f 両方
向矢印）および狭い領域があった（図 5、 b, c, d, e, f 縦方向バー）。トロポミオシンを抑制し
たのでサルコメアに変化があったのかもしれない。また CTnI は筋収縮を抑制する蛋白質な
ので筋節の広い部分ではCTnI が少ないのかもしれない。







心筋細胞は普通 DeHaan （1970）の方法で約 10 日は維持できる。しかし今回 DNA を加える
と多くの細胞が死んで浮いてきた。M199 より成分の多い DMEM へ変更し、やや改善され






ベルされた（Toyota N et al. 1998：1999.）。今回導入したのは mycCTnI-CTMex5 であ
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